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1. INTRODUCCION

Existen algunas definiciones para {as plantas de follaje,
sin embargo, dada la diversidad de hibrios y usos se considera
difici! establecer una definicion que las incluya a todas.

Tal vez, la definicién mas cercana a ubicar a ese tipo de
plantas es: cualquier planta cultivada primeramenie por s
follaje y utilizada para 13 decoracion de interiores o ¢on
propositos de paisaje interior, esto sin considerar que pueda
tener flores, aspecto secundario Siempre y cuando Se comprenda
que la caracteristica follaje es su principal atractivo.

A pesar que desde principios de 1980 ia indusiria de plantas
de follaje se desarrollo en E.U.A. y en Europa, el potencial del
cultivo en este tipo de plantas y su explotacion Se nicia en la
década de los setentas; que con ia utilizacion de invernaderos
para su cultivo, leos hace mis competitivos, reduciendose con ello
en gran medida una serie de problemas que se tenian al ser
cultivadas a cielo abierto.

En México, la horticultura ornamental es considerada una
actividad productiva que en los iltimos afios se ha incrementado;
y de acverdo a diferentes fuentes, se tiene, que se dedica de
3,500 a 5,000 hectireas para ésta actividad agricola,



proyectindose un crecimiento mis acelerado para 1oS proximos
anos. De tal forma, que es considerada una actividad importantie
que puede contribuir a promover el desarrollo de diversas
regicnes de nuestro pais y generar divisas.

Actualmente, 1a actividad agricoela en México requiere de un
fuerte impulso de frente al inminente establecimiento del Tratado
de Libre Comercio. La necesidad de ncrementar los niveles de
exportacion requerird del mejoramiento de 1a tecnologia existente
que incremente la calidad de los productos generados, para
competir tanto en el mercado de norteamerica, como con |oS paises
de América del Sur con los que se mantengan tratados comerciales
como el que ahora existe con Chile.

Estudios del sector oficial y privado, consideran que México
mantiene una posicion preponderante sobre todo en el mercado
porteamericano, ya que existen 1as condiciones agroclimiticas y
de cercania geografica, para convertirse con éxito en un
exportador importante de flores bdsicas como: crisantemo, clavel
gladiola, rosa, etc., asi como de piantas de follaje, cacticeas,
arboreas e inclusive genotipos silvestres.

Ain cuando la mayoria de las plantas de foliaje son
relatrvamente ficiles de propagar con métodos tradicionales como
gsquejes, estacas, acodos y semilla. En la 1ltima década el



cultivo de teyidos se ha considerado de gran importancia en !a
propagacién de éstas plantas, generando y afinando sus técnicas
en la micropropagacién de 1as mismas

Las cordilines son plantas ornamentales de follaje cuya
demanda en nuestro pais, ha aumentade de las década de los
ochentas a la fecha. Son empleadas para decorar interiores,
debido a que se prestan perfectamente para la inclusion y
composiciones donde alegran el conjunto por su porte erguido y el
coloride se sus hojas.

Con fas técmicas de cultivo in witro aplicadas en la
propagacion de éste tipo de piantas se abren muchas perspectivas
en g¢:versas areas. A pesar que en México esa técnica ha tenido
mayor auge en ésta dltima década, los trabajos en cuitivo in
vitro realizados en plantas de follaje son pocos y aislados.

Por 1o anterior en la presente investigacién se plantearon
los siguientes objetivos.

. Establecer la metodologia que permita el cultivo in vitro
de Cordyline terminalis.

Determinar las respuestas que se puedan producir en los
indculos, a la aplicacion de diferentes concentraciones de 1as
combinaciones de reguladoras de crecimiento empleadas (ANA/K y
ANA/BA) en el medio de cuitivo.




Determinar con cual de tos dos citocininas empleadas en
este  trabajo:  Cinetina (K} 'y Bencilaminopurina (BA),
se presenta una mejor respuesta para inducir fa brotacion
miltiple en los indoculos.
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2.1, Cordyline terminalis.

¢.1.1, Habitat y distribucion geografica de
Cordyline terminalis

El género Cordyline comprende de 15 a 20 especies
actualmente conocidas; crecen en las regiones tropicales vy
subtropicales de Asia, Australiay Africa. Unicamente Cordyline
dracaenoides habita en el continente americano, especificamente
en Brasil {13), (14},

Las cordilines en estado natural son uno de los componentes
del estrato inferior de 1os bosques. También se ies encuenira en
laderas rocosas y, muy a menudo, en los pefiascos verticales al
mar o en las plataformas rocosas cerca del i:toral marine siendo
el caso de Cordyline australis en Nueva Zelanda (13), (14).

2.1.2. Descripeidn botdnica

Las cordylines son plantas monocotitedoneas que pertenecen
a la famitia de las Agavaceas (13}, (14), (16).
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Son plantas que en sSu hibitat natural se presentan desde
formas arpbustivas como arboreas, ge follaje vistozo, Son plantas
que no sobrepacan el .50 metros de altura, mientras que en
gstado naturai llegan a alcanzar hasta los 3 metros {13), (14},
(19). '

Presentan un tallo fino de aproximadamente 20 mm, de
diametro. Sus hojas de forma ianceolada son simples, enteras,
coriceas, de color verde intenso, con bordes matizados, de tonos
carmin brillante. rojo, rosay blanco amarillento. Alcanzan una
longitud de 50 cms. yun ancho de 10 cms., presentando una
nervadura principal acentuada (4), (7), (13}, (14).

Las dracaenas son plantas muy parecidas a las cordiiines;
con frecuencia estos dos géneros son confundidos el uno con el
otro, ya que poseen caracteristicas en comin, Sin embargo estos
se difencian totalmente al examinar su raiz, las especies de
Dracaena poseen raices de color naranja o amarillo claro y no
convienen para la multiplicacion, en tanto las especies de
Cordyline presentan rizomas vigorosos de color blanco cremo, ios
cuales sirven de material vegetativo en la propagacion de las
mismas (13}, {14), (19).



2.2, Multiplicacién asexual
¢:2.1. Generalidades de la multiplicacién asexval

La multiplicacion vegetativa se caracteriza por la
propagacion de individuos genéticamente identicos a la planta
madre, conducente asi a la constitucién de clones homogéneos,
siempre que no sobrevengan ni mutaciones ni var:acio (9), (18).

Este tipo de propagacion es posible aesbido a que cada una de
las células de la planta contiene todos los genes necesarios para
el crecimiento y desarrolio y, en la division celular (mitosis)
que se efectia durante el crectmiento y regeneracidon, 105 genes
son replicados en las células hijas. En consecuencta [as
caracteristicas de ésta nueva planta serdn las mismas de aquella
de la cual se origind (9), (18)

La aptitud para la multiplicacion vegetat:va puede ser
considerada como una potencialidad fundamental de los vegetales.
Toda célula diploide posee en principio en su nicleo 13 totalidad
de la informacion de caracteristica del genotipo, La
reconstitucion de un individuo por via asexual a patir de una
céiula o de un pequeiio nimero de células es 1a expresion de la
"totipotencia cetular® (12), (!8), (26).



2.2.2. hétedes convencioraies ce propagac:on oe ias Corailines

Las cordilines sen plantas propagadac exclusivamente por via
asexual, por megio de esqueyes de rizoma, esquejes terminales y
por estacas, resultanco impracticable en los dos dltimos casos
depido a que es mutilada la piant2, resvltando poco favorable
puesto que los resultados en 13 propagacion  son poco
satisfactorros a nivel comercial (14), (19).

Asi se Tiepe, que Tos rizomas son utilizados principaimente
como material vegetativo en la propagacién de éste género. En
refacion al material vegetativo, se tiene que éste es importado
de Centro y Sudamérica o de Africa, donde se cuenta con planta
madre, Anteriormente el productor podia obtenerlo de las plantas
que estaban por satir al mercado, pero recientemente los nuevos
cultivares ya no presentan un rizoma vigoroso, trayendo consigo
que el material disminuya en calidad y cantidad (3}, (15).

Por oiro lado se tienen problemas fitosanitarios al momento
ne cemprar el material, pues el rizoma es atacado por un complejo
de patbgenos, lo cual ocasiona grandes pérdidas (3}, (15).



2.3, Cultive in vitro
é.a.1. Generatidades

Desde hace mas de 120 afios en las nvestigaciones de
fisiologia vegetal se ha utilizado 13 técnica de cultivo de
tejidos, organos y células vegetales, que consiste en cultivar en
medios nutritivos adecuados y en forma aséptica, apices de raiz y
tallo, primordios de hoga, primordios o partes inmaduras de
flores, frutos inmaduros, segmentos de tallo y hoya y alqunas
veces ovarios, ovulos, anteras, polen, células arsladas y
protoplastos (2), (!0}, (18).

El uso de las técnicas de cultivo i vitro para su éxiie
requiere de factores de importancia, entre los cuales se
encuentran la indentificacion del inoculo adecuado y las
condiciones fisico-ambientales en !as cuales se va incubar éste,
el uso de un medio nutritivo especifico de acuerdo a 1a especie
el tejido v érgano que se va a cultivar, el propésito del
experimente o 4 la etapa de desarrollo que se persiga, el medio
hormonal balanceado que permita la obtencion y multiplicacién de
las plantas (18), (24), (26).

£l proceso de multiplicacion in vitro requiere del estudio
gxperimental de cuatro fases:. La fase { es Ia de establecimiento
del cultivo aséptrco del inoculo; 1a fase 2 es la myltiplicacion
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de! material; faze ¥ que cerresponge 2l enrarzamento y
preparacion e las plantulas para su transferencia a cond:ciones
no asépticas y ia fase 4 que es la preparacidn o preagaptacion de
las plantas para Su transplante a csuelo antes ge su
gstablecimiento, en estia fase se presenta el campio del estado
heterotréfico al  autotréfico de ias plantas obienidas.
Generalmente, durante esta fase, es necesario reducir ia
concentracion de sales inorganicas y la de carbohidratos para que
13 planta empiece a3 fotosintetizar por si misma estos nutrientes

necesarios para su completo desarrollo {23), (28), (29).

La aplicacion de esta técnica resulta considerablemente
ventajosa en la clonacidn de plantas comparada con el uso de 1os
métodos convencionales, ya que permite acelerar las tasas de
multiplicacton en menor tiempo (2), (18}, (23), (29).

Kurashige (1978) menciona tres categorias generales del
cultivo de tejidos vegetales relacionados a actividades
agricolas: a) es importante en los programas de mejoramiento
genético por que acelera la disponibilidad de nuevas variedades
b) ec dtil en la conservacion de germoplasma; ¢) se utiliza en la
obtrencion de plantas libres de enfermedades y d) permite
incrementar  notablemenie el rango de multiplicacidn de
cultivares.
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Esta técnica debe usarse con precaucién en cuanto a las
aificultades en 1a produccion de plantas tipo, ya que algunas
plantas obtenidas 3 través de esfa técnica han mostrado variacion
qenéticay 1a incidencia de plantas aberrantes <e ha observado
que se ipcrementa con repetidos subcultivos y al mantener el
material in viiro por mucho tiempo (23}.

En los dltimos 15 anos, se ha observado una rapida expansion
en el uso de 13 técnica de cultivo de tejidos para la propagacion
clonal de diversos cultivos ornameniales. Huchas de las piantas
de interiores como helechos, bromelidceas, plantas de follaje y
ciertas especies de arbustos han sido propagadas por cultivo de
tejidos (3), (17}, (18), {20).

Durante un primer periddo de 13 historia de cultivo de
tejidos vegetales, el nimero de especies de menocotileddneas
cultivadas con éxito ha sido relativamente pequedo, Gautheret
{1954) menciona 9 especies de monocotiledoneas por 56 especies de
dicotileddneas (18).

La clase monocotiledonea (mas de 64,000 especies) comprende
cerca de 12 tercera parte de {3s angiospermas, y algunas familias
(Gramineas, Liliaceas, Orquidiceas, Palmeras) presentan una gran
importancia econémica (18).
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Se puede dudar si 1as monocotiledéneas, poseen o no, en
conjunto, diferentes potencialidades que las dicotiledoneas en
retacion  con 1a callogénesis y 1a organogénesis. Esas
diferencias, caso que existan, podrian situarse al nivel del
metabotismo o en el de fas estructuras anatdmicas ausencia de un
cambium interfascicular en 1as monocotiledoneas (18).

Sin embargo, algunas monocotiledéneas presentan una gran
aptitud para la brotacion, pero esta aptitud parece focalizada
sobre todo en ta familia de 1as Lilidceas o en familias proximas
{Agavaceas y Amaralidaceas). En diversas especies, en especial la
Sansevieria, las colonias tisulares, salidas de fragmentos de
hojas, forman rapidamente merisiemos primarios de raiz, La
callogénesis podria derivar entonces de una perturbacion de la
organogénesis de los merisiemos primarios, constituyendo un
caracter distintivo de las monocotiledoneas ésta fendencia de
los tejidos neoformados a evolucionar rapidamente hacia el
estado meristematico primario (18).

Las exigencias de los tejidos de 1las monocotiledoneas
refativas a la nutricion mineral y a los reguladores de
crecimiento, parecen ser comparables en todo con las de las
dicotiiedoneas (18).
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La principal diferencia, S es que realmente existe, podria
provenir de 13 tendencia frecuentemente hallada hacia la
formacion  acelerada de mer:stemos radiculares y a sy
desorganizacion en caflos (18)

¢.3.2, Recanismos ce morfogénesis

La morfogénesis es el estudio de los procesos involucrados
paso a paso entre una forma no oferenciada y un estado
diferenciado como un proceso particular en la regeneracion de 12s
plantas, presentanco dos mecaniSmos: a) 1a embriogénesis, que es
el proceso mediante el cudl se desarrolia un emoridn gracias a
acto de fertilizacién, sin embargo la fertilizacion no siempre es
escencial  para que 13 célula hueve o ¢igoto sufra la
embriogénesis y D) la organogénesis, que es proceso en el cual se
pueden diferenciar in  viire brotes advent:cios, que son
susceptibles de enraizar vy formar plantas completas. Las dos,
pueden llegar a ser inducidas de manera directa o indirecta, fn
la primera los tallos, raices, emoriones o estructuras
gmbrionarias, son regenerados directamente del tejido puesto en
cultivo sin pasar por la formacion previa de callo (iniciacion
directa de tallos, embriogénesis somatica directa); La segunda se
realiza a través de una proliferacion celular y siendo
transferico reqularmente, se mpide Su dediferenciacion. Pero
bajo ciertas condiciones fisiologicas y del medio, Se puede
mducir 1a formacién de estructuras organizadas que regeneran
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plantas. Los procesos mas comunes: Iniciacion indirecta .de
tallos a partir de callo, induccién indirecta de embriogénesis de
calle formado (6), (8), (18), (27

2.3.3, Cultivo in viteo via formacidn de brotes a partir de
segmentos nodales

Con este nombre se conoce al aislamiento de una vyema junto
con una porcion de tallo, para obtener un vistago a partir de Ja -
yema. Este es el método mis natural de propagacidn vegetativa de
las plantas in vitro, ya que también puede aplicarse in vivo.
Cada una de las yemas que se encuentraen las axilas de las
hojas, idénticas a las del dpice del tallo, pueden ser aisladas
sobre un medio nutritivo, intentindose asi su desarrollo in
vitro, realizandose os repicados cuando sea necesario. Cuando se
obtiene un numero suficientemente grande de brotes, estos son
enraizados y finalmente se realiza la transferencia al suelo .
Cuando se aplica éste método se deben tener en cuenta los
siguientes puntos:

I, El aistamiento por este método es practicamente imposible
cuando se trata de plantas en roseta (como Bromelidceas,
gerbera,etc.) y cuando 1as posibilidades de infeccion son altas,

2. Para reducir fas posibilidades de infeccion es mejor
aislar yemas cerradas. En el caso de que existan infecciones
internas este método es impracticable, siendo necesario acudir al
cultivo de meristemos.
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3. La velocidad de propagacion depende del ndmero de yemas
disponibles; si éste nimero es pequeio la velocigcad de
muitiplicacion resultard lenta. Cuantas mis hojas se originen,
habrd  mayor nimero de yemas disponibles y, por lo tanto, la
propagacion sera mas rdpida (26).

¢.3.4. Factores que intervienen en el cultivo 1n vitro
2.,3.4.1. Seleccién del indeulo

Se denomina inoculo o explante a la pequeiia porcion de
tejido de 12 planta utilizada para iniciar un cuitivo in vitro
(9), (29}

Todas las células vegetales tienen la aptitud potencial de
dividirse y crear un nuevo individuo completo y semejante al que
se le tomo la muestra, a ésta capacidad se le conoce como
totipotencia celutar., Resulta importante y conveniente i3
seleccion de un grupo de células a usar como inoculo, para que
sean capaces de reaccionar bajo las condiciones de cultive y
permitir asi la multiplicacion vegetativa (9), (10}, (22), (29).

Para seleccionar un explante adecuado se deben considerar
los siguienies aspectos: a) el organo que va a servir como fuente
donadora del tejido; b) la edad y el estado fisiolégico del
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organo; c¢) la estacion en la cual se obtendrd el indcufo; d) el
tamaito de! expiante; 'y e} el origeny calidad de la planta de
la cial se obtendrd el explante {2), {22}, {29)

¢.3.4.2. Kedio de cultivo

La composicion del medio ge cultivo es importante en el
establecimiento del indcuto 1n vitro. Cada tipo de tejido
requiere de una formulacion diferente, dependiendo del objetivo
que se persiga. Los medios de cultivo éstan constituidos por un
balance de macronutrientes requeridos en grandes cantidades por
las plantas como son el nitrégeno, foésforo, potasio, calcio,
magnesio y azufre; otros nutrientes son requeridos en pequenas
cantidades, Ilamados micronutrientes siendo: cloro, niquet,
aluminio, entre otros. EI hierro es un elemento esencial mientras
que tos otros son adicionados como medida de precaucion ya que se
desconoce o se sabe muy poco de su influencia en el crecimiento
de los tejidos (11), (26), (29).

La sacarosa es la fuente carbehidrataca de mayor uso en los
cultivos, aunque en ciertos casos se recomiendan otroes azicares
como 1a glucosa o fa fructosa. Esto depende del cultivo y la
especie, Las vitaminas que se afaden a los medios pertenecen al
comptejo B (tiamina, 4acido nicotinico, piridoxina y el
mio-imositol) de ellas la tiamina es esencial, E! mio-inositol,
aunque es sustancia de t:po carbohidrato, con frecuencia se le
considera como una vitamina, esta aunque mejora el crecimiento de
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los tejidos no parece ser esencial. Los aminoicidos son el otro
grupo de sustancias organicas que algunos tejidos o células de
ciertas especies requiren, a veces Se agregan como caseina
hidrolizada o bien se agregan los isomeros -L de asparagina,
glutamina, arginina, acido aspartico, dcido glutamico y tirosina,
s0l0s o combinados (11), (26), (28), (29)

Algunos productos naturales complejos suelen agregarse con
la finalidad de enriquecer el medio de cultivo o favorecer una
determinada respuesta en el inoculo, algunos de €stos son: agua
de coco, jugo de tomate, de naranja y otros extractos de piantas
asi como levaduras (24), {29).

La funcion primaria de! mayor nimero de los componentes del
medio es nutrimental, es decir suministran energia o sirven de
materia prima para la construccion de otras molécuias esenciales
para las células de las plantas. (26), (29).

2,3.4.3, Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento Son compuestos orginicos
distintos de los nutrientes, que en pequeias cantidades
estimuian, inhiben o modifican de algin modo cuaiquier proceso
fisioldgico en las plantas, Pueden ser de naturaleza endogena es
decir que son sintetizados por el propio vegetal o sinteticos
(exogenos) (1), (26), (28), (29).



La actividag de los reguladores de crecimiento exogenos
depende estrechamente, de las condiciones de apiicacion, el tipo
y concentracidn que se utilize, del estado fisiolégico de la
planta tratada y de los fenemenos de interaccién que entre elios
ocurra {41}, (29}.

Los principros de la técnica de cultivo in vitro, asi como
su desarrollo posterior, rebasan en parte en el conocimiento y
uttlizacion de las  auxinas. La expresion actual de las
ivestigaciones sobre 13 organogénesis y las aplicaciones a la
multiplicacion  vegetativa estd ampliamente ligada a la
utilizacién conjunta o secuencial de auxinas vy citocininas.
Teniéndose en algunos casos, donde el inoculo empleado puede
producir suficiente cantidad de alguna de estas dos hormonas, ne
precisando de ninguna adicion exdgena para obtener una respuesta
favorable. Consecuentemente, para la multiplicacion de brotes ia
precencia de una auxina en el medio no es obligatoria, en la
mayoria de los casos upa citocinina sola es suficiente para
inducir 13 meltrplicacion de brotes. La importancia de ias
giberelinas en cultivo in vitro parece ser menor. EI ABA y los
compuestos que desprenden etiieno solamente se han utilizado en
algin caso excepcronal {28), (¢o), (31)

Los regquladores de crecimiento presentan caracteristicas que
en ocaciones suelen cer comunes: actuan en bajas cencentraciones,
oues en altes resuitan ser toxices; solo interaciuan con otros
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requlagores; inferviensn en muchos procesos fisiologicos, es
qecir  no son  especificos; oS reguladores endogenos son
metabolizados por 1a maquinaria <elular y sen controlados
ripidamente o elimnados mientras que 1os exdgenos actuan durante
mis tiempo. Los reguladores mis importantes en el cultivo in
vitro son las auxinas y las citocininas (29)

Avxinas. Es muy importante ia eleccién de 'a auxina estando
supedita de acuerdo al objetivo del cultive. Las auxinas mis
ampiiamente usadas en cultivo 1n wvitre son: el Acido
indolpropionico (AlA). el Acido rndoldcetico (AIA) y el Acido
indolbutirico, consideradas  como  debiles; el acido
naftalenacélico (ANA), el acido B-naftoxiacético (NOA) y e! acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) consideradas auxinas fuertes
(1}, (18), (26), (29).

Las principales funciones de !as auxinas en el desarrollo de
tejidos in vitro son: La efongacién celular y expancion de los
tejidos, division celular (formacion de callo), accion
rizogénica, inhibicion de Ia formacion de vistagos axilaresy
adventicios, y frecuentemente embriogénesis en fos cultivos en
suspension (26), (29).

El ANA es considerada una auxina fuerte, muy estable,
utilizada especiaimenie para provocar 1a rizogénesis (26).
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Citocininas., Las citocininas empleadas mis comunmente en
cubtivo ip vitro son: la bencilaminopurina (BA), 1a cinetina (K)
la purina (2iP} y fa zeatina de origen natural., De ellas, la
bencilaminopurina es ia que se emplea con frecuencia debido a su
gran actividad y su bajo costo (41), (i8), {26), (29). -

Las citocininas desempeian un papel muy importante en el
campo del cultivo in vitro. Han permitido grandes avances en 13
multiplicacion vegetativa, ya que mantienen con vida a la célula
estimuian fa division celular; promueven la orientacion de las -
céfulas en la via de ta desdiferenciacion promoviendo la
organogénesis, en la que brindan estimyiacion considerable a la
formacién de brotes axilares debido a que disminuyen la
dominancia apical; son antagénicas en la rizogénesis (26), (28),
(29).

2.3.4.4, Condiciones de cultivo

El metabolismo de los fejidos del indculo, se pueden
modificar por completo si se establecen en un medio liquido o
solido; en éste dltimo la concentracion de agar y su calidad
pueden tener efectos claros en funcion del tipo de indculo vy del
pH, generalmente se ajusta entre 5.5 a 5.8, aunque debe tomarse
en cuenta que disminuye con e) transcurso del tiempo de cultive
(24), (29).
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Los orincipales factores del medio ambiente son la lvz y Ia
emeeratyra, con recpectd 2 ia fuz hay que considerar la
ntencidad iuminica comunmente de 3000 a 5000 lux y ¢on una
guracion ge t5 a {6 h/dia, qeneraimente proporcionada por tubos
de fuz fleorescente blanca; aunque aiqunas veces se compieta
con lamparas incandescentes. Existen algqunos trabajos en los
cuaies se demuestran que ciertas longitudes de onda, pueden
activar  ciertos fifocromos y que éstos pueden inducir
respuestas morfogenéticas. La temperatura se establece enfre los
22 a 23 grados centigrados, pero debe tomarse en cuenta si la
gspecie  en estudio es provemiente dee clima {emplado o
tropical, por io que entonces se recomiendan temperaturas de 20
a 25 grados centigrados mis-menos 1 grado centigrado,
respectivamente (2), (26), (29)

1
14
!



22

3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de
embriogénesis del Centro de Fruticultura del Colegio de
Postgraduados, Chapingo, Estado de México

3.1, Establecimiento del cultivo aséptico
3.1.1. Obtencién del indculo

Las plantas a utitizar fueron trardas de invernadero. Los
tatlos son separados de la planta y desprovistos de todas sus
hojas, lavandolos con agua potable y un detergente comercial,
posteriormente son enjuagados con agua potable hasta eliminar
105 residuos del detergente.

El tallo es seccionado en rodajas conservando !a yema en e!
caso de 105 nudos.

3.1.2. Desinfeccion y siembra

Las rodajas de tallo con yema se desinfectaron por inmersion
en etanol al 704 durante 30 segundos. Posteriormente son
sumergidas en una solucion de cloruro de mercurio al 57 mas dos
gotas ae tween 20 por 3 minutos, enjuagandolas con agua potabie
por 10 minutos, <ceguidamente son sumergidas en una soiucion de
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hipociorito de sodio al 1/ mas dos gotas de tween 20 por 15
minutos siendo enjuagadas tres veces al término de esie tiempo
con agua destilada esterilizada. Finalmente se volvieron a
sumergir en una solucion de hipociorito de sodio al 0.57 por
tiempos de 5 y 10 minutos, enjuagando tres veces con agua
destilada esterilizada una vez cumplido cada tiempo. A partir de
ta desinfeccion del indculo en hipoclorito de sodio al 1% el
material vegetativo se manejo bajo condiciones asépticas en una
camara de flujo laminar

Las rodajas son colocadas conservando su polaridad en tubos
de ensaye {120 x 25 mm.) conteniendo 10 ml, del medio de cultivo.

Los tubos con los indculos se colocaron en un cuarto de
incubacién, los primeros catorce dias se mantuvieron en
obscuridad, para despues mantenerios con una intensidad de
iluminacion de 5000 fux proporcionada por lamparas de luz blanca
fluorescente en forma continua, con una temperatura constante de
25 grados centigrados mis-menos § grado centigrado.

3.1.3. Kedio de cultive
Para 1a preparacion del medio de cultivo de los experimentos

realizados, se tomaron come base las sales minerales del medio de
Murashige y Skoog (1962}, cuya composicién se da en el cuadro .
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cuad!‘o 1u Medio de cultivo de Murashige & Skoog
€1962> . Soluciones concentradas.
T -
i SALES INORGANICAS
: MACROELEMENTOS (W) MICROELEMENTOS (ag/l)
ma 1988 tn 804M20 16.9
I.l‘m3 1658 H3 503 6.2
Ca Clz. 2 HZO “3 in 304.7 “20 8.5 ’
. ,
Y \.04. 7 HZO s A 8.83
KHZ l’O4 178 mzm%. ZIZO 8.25
. i
Naz A 74.58 Cu SO‘. 5“20 8.825 i
Te 804. 7H20 55.68 Co C|2. mzo 8.825 :
COMPUESTOS ORGAMNICOS
fc. nicotfaico 8.5 ng/1 Mic-inositol 108 ng/1
Glicina 2.8 rg/1 Tianfna WL 8.4 ng/1
Piridoxina 1L 8.5 mg/1 Sacaresa 3 gL
figar 154
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La estertirzacion de tos medios de cultivo se realizd en la
auteclave a 121 grados centiqrages y 2 1,14 Kg/em-2 de presién
durante 15 minutos. E} pH fué ajustado a 5.7 con Na OH y HCI al
0.IN. La sacarosa fué agregada a una concentracion de 30 gi-i,
mientras que la cantidad de agar fué de 7.5 gl-1.

3.1.4. Reguiaderes de crecimiento

Para esta fase , en el experwmento uno, el medio de cultivo
(M.5) fué adicionado con ta compinacion ANA/K, probando cinco
conceniraciones para ambos reguladores: 0.0, 0.1, 0.3, 0.5y 1.0
mg/l, haciendo un total de 25 tratamientos con dos repaticiones
por tratamiento (cuadro 2).

En el segundo experimento se empled la combinacion ANA//BA,
probando 1as mismas concentraciones en  ambos reguladores,
temiendo un total de 25 tratamientos con dos repeticiones por
tratamiento (cuadro 3}

Las concentraciones aplicadas fueron determinadas en base a
los parametros sedalados como mejores por 1a literatura,



Cuadre

2- Comhinacidn ANA

medio de

y K adicionadas al
cultive {(M_.S5) en
de establecimiento.

Lag V188 81 B3 85 LB Gy
"ee 3 1t 2 3 4 s
vet e 7 8 9 @
B IR TR - S TR VR
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e om n H B
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la fase
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Cuadro 3. combinacicn aNa u BA Cmarld
adicionadas al medio de cultivo
<(M.5> para inducir el desarrolle
4 crecimiento de las yemas en la
fase de establecimiento.

mﬁ 88 B B3 85 1.8 (/D) |

E

|

I R ‘
o {53 8 7 8 9 1w
Pea iu 2 8 u s ?
‘a5 Y% 0w om 0»  » ,
s a2z om ou s i
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3.2, Muitiplicacién del indcule

Los taltos de 1as plantas obienidas en el establecimiento
del cultivo aséptico fueron seccionados para ser empleados como
inoculo en esta fase, sembrandolos en el medio M:S complementado
en el experimento uno con 0.3, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0mg/! de K
(cuadro 4); y con las concentraciones 0.4, 0.3, 0.5 y 1,0 mg/! de
BA combinando las tres primeras con ia conceniracion 0.4 mg/! de
ANA (cuadro 5). En ambos casos los inoculos se sembraron en -
frascos gerber, que contenian 20 ml. del medio, teniendo 2
repeticiones por tratamiento,

Los frascos se mantuvieron bajo las condiciones del cuarto
de incubacion ya antes mencionadas.

3,3, Enraizamiento de brotes.

Para esta fase no hubo necesidad de emplear un medio
inductor  para la formacion de raiz en las plantulas obtenidas.
En ambas combinaciones se observo la formacion de raices una vez
desarrolladas 1as primeras hojas. Esta fase no fué considerada
para realizarle un analisis estadistico, ya que los tratamientos
no difirieron en tiempo, nimero y longitud de la raiz.
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Cuadro 4. Concentraciones de K adicionadas al medio
de cultivo M.5. para inducir la multinpli-
cacidn del indcula.

K ﬂ a.3 8.5 1.0 1.3 2.8 CMng/ 1)

TNQTS.“ 1 2 3 q S5

Cuadro 5- Concentraciones de ANA/BA adicionadas al
medio de cultive M.S. para inducir la
multiplicacidn del indculo.

ANANBA “ a.1 a.3 Q.5 1.0
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3.4, Andlisis estadistico
3.4.1. Toma de datos

Después de transcurridos los catorce dias en obscuridad, las
observaciones y la toma de datos se efectuaron semanalmente,
tomindose fos parametros siguientes:

1 Tiempo de inicio de formacion. Esta variable se midio en
semanas una vez cumplidos los 14 dias que permanecieron 10s
tratamientos en obscuridad hasta el momento en el que e! domo se
diferencio en 1a superficie del callo formado previamente.

1 Nimero de brotes producidos. Para cuantificar el promedio
de brotes producidos por tratamiento solo se tomaron en cuanta
los domos que sSe diferenciaron y originaron posteriormente
tallos.

1 longitud de brotes. Esta variable se midié de !a parte
basal de la planta hasta el lugar donge se origina la yema
apical. Tomando esta variable pasadas cuatro semanas de que 1os
brotes se diferenciaron,

3.4,2. Disenc experimental

Con los datos obtenidos en la fase de multiplicacén del
inoculo se realizd el andlisis estadistico. En el experimento uno
donde se empiearon diferentes concentraciones de K {cuadro 4), se
empled un diseio completamente al azar teniendo un total de cinco



A
tratamientos con dos repet:ciones en cada une de ellos, empieando
el m:smo disefic en el expermentc dos en  donde se adicionaron
diferentes concentracciones de AMA/BA (cuadro 5) teniéndoce un
total de ciete {ratamientos con dos repetic:ones en cada
tratamiento, excluyendo el {ratamiento 8 en este caso-ya que no
se obtuvo respuesta, realizandese el analisis estadistrco solo a
siete tratamientos antes mencionados.

Para 1a comparacion de medias' en ambos experimentos se
empled la prueba de Tukey a un nivel de significancia del 5 ¥
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4. RESULTADOS Y DISCUSI(N
41, Establecimiento del cultive aséptice
4,4.1, Desinfestacion y medio de cultiveo

El procedimiento de desinfeccion del ingculo resulto ser
efectivo en un 94.47 en la combinacion ANA/K y del 967 en la
combinacion ANA/BA, teniéndose un porcentaje del 1004 en la
supervivencia del tndculo en ambos casos.

Con respecto al medio empleado (M.S) se observd una
respuesta favorable en el establecimiento, induccion vy
crecimiento de los brotes, asi como en la formacion de raiz.

Estos resultados son similares a los que menciona Debergh vy
Maene (1990) para 1a desinfeccion del inécule empleado (segmenios
nodales y apicales) donde reportan obtener un porcentaje elevade
de asépcia. Por oiro lado mencionan que el explante presenta una
respuesta favorable al ser cultivado sobre el medio bisico de
Murashige & Skoog (1964), el mismo que ha probado ser
satisfactorio para el cultivo in vitro de muchas especies,
haciendo énfasis que es empleado principalmente para la
iniciacion y multiplicacion de brotes,
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Se encontré que los segmentos nodales mis préximos al
meristemo apical fueron los que presentaron una mejor respuesta,
mientras que al emplear segmenfos de hoja no se presenta
respuesta alguna.

4,1.2, Respuesta obtenida en el inoculo con las diferentes
concentraciones de los requladores de crecimiento
emp | eados.

La accion de las diferentes concentraciones en las que se
aplica el Aacido naftalenacetico (ANA) en combinacién con la
cinetina (K} vy la bencilaminopurina (BA) en la fase de
establecimiento, mostraron diferentes respuestas sobre los
inoculos. Observindose que se presentaba una mejor respuesta en
relacion al crecimiento y desarroilo de las yemas cuando solo se
adiciond al medio de cuitivo la hormona K en concentraciones de
0.3, 0.5 y .0 mg/t vy 0.3 , 0.5 mg/! de BA, que en donde las
demds concentraciones de citocininas se combinaron con auxina,
obteniendo con ello solo un brote por indculo, y plantas de 3 a
4.5 cms. de longitud en los tratamientos con K en un tiempo de
5 semanas y de 5 a 6 cms. de longitud en los tratamientos con BA
en un tiempo de 5 semanas de iniciado el cultivo,

Esto resulta ser similar a lo que Conger (1980) menciona: al
emplear yemas axilares y apicales estas pueden ser inducidas a
desarrollarse en condiciones in vitro y obtener con ello solo un
brote, E! tailo que es obtenido asépticamente se puede volver a
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fraccionar para que cada segmento nodal origine una nueva planta,
y esta asu vez sufra el mismo proceso, incrementindose |a
poblacian de forma considerable cada determinado periodo,

Cuando las diferentes concentraciones de cinetina (K) y
bencilaminopurina (BA} empleadas en Jos dos experimentos, se
combinaron con 0.1 mg/l de acido naftalenacético (ANA), se
observd en los diferentes tratamientos 1la formacion de un callo
de color blanco algodonoso localizado en la periferia del
entrenudo o en la parte basal de la mayoria de los indculos,
donde posteriormente se originarian primordios de raiz, teniendo
un desarrollo  relativamente mis radpido en comparacidn de
aqueilos tratamientos donde no se adiciond auxina pero se
presentd rizogénesis.

En los tratamientos donde las concentraciones de K y BA se
combinaron con 0.3 mg/l de ANA, se observd ia formacién de un
callo con las mismas caracteristicas antes mencionadas, soiamente
que éste termind oxidandose, siendo mas temprana la oxidacién en
la combinacion ANA/K, Mientras que los tratamientos donde se
adiciond las concentraciones de 0.5 y 1.0 mg/l de ANA resultaron
ser toxicas para el ingculo ya que no mostraron respuesia alguna
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4,2, HMultiplicacion del indculo
£.2.1, Tiempo de inicio de formacidn

La respuesta observada inicialmente al final de la primer
semana de establecido el cultivo en los tratamientos de ambos
experimentos, fué el aumento en volimen de las yemas,
generalizandose después en toda la periferia del entrenudo.
Después de ello, comenzd a formarse un calio localizindose en-
todos los casos en la periferia de la yema, presentando un color
verde intenso y una forma irregular pero compacta, observandose
posteriormente la presencia de domos sobre ia superficie del
mismo presentandose una diferencia de 1.5 semanas entre los dos
experimentos.

En fos tratamientos donde se empled 1a K, el tiempo de
formacion de los domos se presentd a 1as 5.5 semanas de iniciado
el cultivo; mientras que en el experimento dos esta respuesta se
Opresenté a las 4  semanas en los tratamientos con las
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5y 1.0 mg/l Gnicamenie de BA,
resultando ser mas temprana en comparacién a la anterior y donde
la BA se combind con 0.1 mg/l de ANA cuyo tiempo en que se
presento 1a formacion de los domos fue de 5.5 semanas, ver cuadro
6y 11,



Cuadro 6.

Cordyline terminalis

Respuesta de

los

indculos de

cultivados

en el Mmedio M.5 adiciomado con K

en la fase

de multiplicacién.

| TRIMIDNMGS ' TIDPOUE INICIO  No. ROTES

i . DE FORWACION PROMCINS  PLANTA
Mo. X ; (senanas) (7)) (cns.) »

i i

Dot B3 | 4-5 1.8 17

P2 85 . 4-5 5.0 1.24

Cog 18 i -5 245 0.8

i

Lo 15 1 4-5 1.8 1.28

s 28 a-s ) 1.28

LONGITUD BE -

t
.
P
t

* Yariable tomada después de 9 semanas de iniciado el cultive.

36



Cuadro ?o Respuesta de

terminalis cultivados en el

adicionado con

las

indculos de Cordyline

medio M.S

la combinacién ANA/BA.

TTAIENTOS NDPO DE INICIO Mo, BROTES  LONGITUD DE
F FORWCION PROCTOS  FLANTA
K. M ] (sewamas) (%) (crs.)
1 88 84 18 1.8 5.5
2 88 83 %) X 162
[ 1 ea s 1.8 1.8 1.3
+ B8 18 5 ) 8.9
5 a4 84 54 18 9.5
6 a1 85 54 9.8 1.00
7 81 18 54 28 28 |

# Varjable towada despuls de 9-9 semanas de iniciado el cultive
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Evaldsson (1985) y Welander (1988) reportan un tiempo de 4 a -
5 cemanas en 13 :nduccidn de brotes en explantes de Cordyline
terminalis, empleando el medio .5 adicionado con 0.3 y 0.5 mg/l
de BA; y un trempo de 6 semanas cuando se aplican 1as mismas
concentraciones pero de K (Paek 1985).

4.2,2, Nimero de brotes producidos.

Estadisticamente esta  variable presenté diferencias
altamente significativas en el andlisis de varianza realizado al
experimento uno {cuadro 8) y experimento dos (cuadro 12)

La comparacion de medias del primer experimento ({cuadro 9},
mostrd que la concentracion 0.5 mg/) de K fué significativamenie
superior al resto de los tratamientos probados con un promedio de
5 brotes, siguiéndole e tratamiento 3 con 1.0 mg/l de Ky un
promedio de de 2.45 brotes, siendo a su vez estadisticamente
igual a los tres tatamientos restanies donde solo se presentd un
brote.

La comparacion de medias realizado al experimento dos
(cuadro 13), mosird que la concentracion 0.3 mg/l de BA fue
superior estadisticamente a los demds tratamientos con un
promedio de 27 brotes, siguiéndole el tratamiento que contenia la
concentracion de 0.5 mg/l de BA presentando un promedio de 18
protes y ei tratamento con 0.1 mg/! de ANA + 0.3 mg/l de BA con
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un promedio de 9 brotes, sin embargo se observd que los brotes de
este tratamiento presentaban un color mas claro y con un
crecimiento raquitico,

El promedio de brotes obtenido en los dos tratamientos
(Fig.1) nos muestra Ia superioridad de parte de tos tratamientos
donde el medio de cultivo fué adicionado solamente con la
bencilaminopurina (BA) a wuna concentracion de 0.3 mg/!
produciendo un promedio de 27 brotes y con 0.5 mg/1 con 18 brotes
formados, en comparacion a los 5 brotes promedio formados en el
tratameinto con la concentracion de 0.5 mg/l de K y 2.45 Brotes
con la concentracion de 1,0 mg/i

Asimismo se puede observar que al emplear la concentracion
0.1 mg/l de ANA + 0.3 mg/l de BA el promedio de brotes superd a
los tratamientos donde se empled 1a K (experimento uno), pero a
su vez este promedio fue inferior al obtenido en los tratamientos
donde solo se adiciond al medio de cultivo BA, mostrando con elio
que {a accion independiente de la citocinina favorece mejor el
namero y calidad de los brotes obtenidos.

Estos resultados muestran que dependiendo del tipo y
concentraciones de las citocininas empleadas: K y BA, asi como al
combinar en esta segunda la concentracion 0.1 mg/l de ANA el
promedio y la calidad de los brotes obtenidos se ve incrementada
0 reducida, presentindose una mejor respuesta cuando Solo se
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COMPARACION DE LOS x
OBTENIDOS EN LA VARIABLE No. DE
BROTES EN LOS EXP. 1Y 2

X NUMERO DE BROTES
305 27

25 -

/
204 I/, \

l y i v v Vi
TRATAMIENTOS

T EXP.IMS. + K T EXP. 2 15+ ANA/BA




4

adiciona al medio la bencialeminopurina {BA}, resultando mis
efectiva para estimuiar la produccion y elongacion de los brotes
y obtener brotes de mejor vigor,

Evaldsson {1985) y Welander (1988) al empliear 12 BA en una
conceniracion de 0.3 mg/! oblienen un promedio de 30 brotes,
decreciendo a {0 brotes cuando emplean 1a conceniracion de 0.5
mg/} de K {Paek, 198%)

4.2.3. Longitud de fos brotes

El  andlisis de varianza para esta variable mostird
diferencias estadisticas altamente significativas en los
tratameintos del experimento uno (cuadro 10} y dos {cuadro {4).

La comparacion de medias en el primer experimento (cuadro
1) indico que el tratamiento con Ia concentracidon 0.3 mg/! de K
presentd 1los brotes de mayor fongitud {1.75 ¢m,) en esie caso
dnicamente se presenté el desarrollo y crecimiento de las yemas,
siguiendole el tratamiento con 13 concentracion 0.5 mg/i donde se
formaron 5 brotes de 1.24 cms, de longitud, presentando una
diferencia de sofo 0.5¢ cms. El minimo crecimiento fue para la
dosis de 1.0 mg/l con un promedio de 0.30 ems. ocupando el
segundo lugar en cuanto al promedio de brotes obtenidos, teniendo
una diferncia de 1.45 cms, con respecto al primer tratamiento y
de 0.94 con el anferior.
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Al realizar la comparacion de medias al segundo experimento
(cuadre 15), mostrd que el tratamiento con 0.1 mg/1 de BA reultéd
ser el que presento 1a mayor longitud de brotes, con 5.5 ¢ms.
pero al igual que en experimento uno solo se presentd el
crecimiento y desarrolio de 1as yemas presentando un -brote por
inoculo; siguiendole el tratamiento con la concentracion 0.1 mg/l
de ANA + 0.3 mg/l de BA que resultd ser estadisticamente igual
al tratamiento con la concentracion 0.3 mg/l de BA con una
longitud promedio de brotes de 2.0 y 1.62 c¢ms. presentando a su
vez el mayor promedio de brotes formados c¢on 7 y 27 brotes
respectivamente, observando una diferencia de longitud de solo
0.38 cms. entre ambos, pero 2 su vez los brotes obtenidos en la
combiancion  ANA/BA resultaron ser muy deigados originando
posteriormente plantas de tailos muy raquiticos y en 1os cuales
se observo la formacion de raices al mismo tiempo que la
elongacion de los brotes a diferencia del otro tratamiento en
comparacion, donde 105 brotes tenian un color verde intenso 10s
mismes que originaron plantas con tallos muy vigorosos, pero con
ta formacion de raices mas tardia (5-6 dias) en comparacion con
los tratamientos donde se adiciona ANA. Este dltimo tratamiento
no presento diferencias con el tratamiento con la concentracion
0.5 mg/i de BA que presentdo una longitud promedio de 1.30 cms,
siendo este tratamiento el que ocupa el segunde lugar en el
promedio de brotes obtenidos (18). La longitud menor se presentd
en la concentracion 0.1 mg/l de ANA + 0.1 mg/1 de BA con 0.35
¢ms. y con un promedio de 4 brotes los que presentaron las mismas
caracteristicas que en tratamiento anteriormente mencionado,
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Al comparar 1as longitudes de los brotes en ambos
tratamientos {Figura 2.) se puede observar que los brotes
presentan ta mayor longitud cuando se empiea 1a bencilaminopurina
que con la cinetina, observandose en ambos casos que conforme se
incrementa 1a concentracion de fa citocicina se presenta un
decremento en 1a longitud de los brotes, contrario a lo que se
observa cuando la BA es combinada con 0.1 mg/l de ANA, va al
incrementarse la concentarcién de BA se incrementa la fongitud de
tos brotes pero se reduce a calidad de los mismos, obteniéndose
brotes muy delgados y de un color verde claro 1os que originan
plantas de poco vigor.

La mayor cantidad asi como o5 mejores brotes se regisiraron
con fa concentracion 0.3 mg/l de bencilaminopurina (BA).

De manera semejante Evaldsson (1985} y Welander (1988),
mencionan que el suministro de BA es indispensable para 2
induccion y elongacion de brotes , obteniendo longitudes de § cm.
aplicando la concentracion de 0.3 mg/}. Paek (1985) obtuvo una
elongacion de brotes de 2-3 cms. aplicando 1a concentracion de
1.0 mg/i de K.
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COMPARACION DE LOS x
OBTENIDOS EN LA VARIABLE LONGITUD
DE BROTES EN LOS EXP. 1Y 2

X LONGITUD DE BROTE
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5
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51
1

0

0.35
1

[ I Hl v v Vi Vit
TRATAMIENTOS

' —EXP.IMS8. +K ——EXP 2 MS. + ANA/BA .
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5. CONCLUS IONES

Los resuliados obten:dos en el presente trabajo muesiran que
es posible {a obtencion de plantas de Cordyline tierminalis por
cuttivo in vitro a partir de segmentos nodales, empleindose para
efio 13 mefodologia propuesta.

El alto porcentaje registrado de asépcia (94.4 y 967}, nos
indicd que el manejo del indculo asi como la metodologia empleada
para la desinfeccion del mismo fué adecuada.

De fos dos tipos de citocininas probados en este trabajo
¢inetina () y bencilaminopurina (BA), los mejores restitados se
presentaron al emplear la bencilaminopurina, observandose que 1a
accion independiente de 1a citocinina mejora los resuitados en la
myitiplicacion de los inéculos,

La comparacion de 1fos tratamienios empleados para 1a
multiplicacion del inbeulo permitio determinar que ef tratamiento
suplementade con 0.3 mg/l de BA resulto ser el mejor,
obtenténdose en el msmo el mayor promedio de brotes (27} por
tratamento, ademds de presentar uno de los mayores promedios en
12 longitud de tos brotes con 1.62 c¢ms., y uno de los tiempos mis
cortos {4 semanas} en inicio de brotacién,
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£l nivel enddgeno de auxina presentado en el indculo resuitd
ser suficiente para inducir la rizogénesis en aquellos
tratamienios donde no se adicionaba al medio de cultivo auxina,
presentandose una respuesta mas  temprana  cuando las
concentraciones de BA se combinaron con 0.im/l de ANA, por lo
tanto solo faltaria acortar el tiempo para inducir Ia
rizogénesis.
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ANEX0S.

Cuadro 8. Andlisis de varianza para la
variable numero de brotes pro-—
ducidos empleando el wmedio
M.S adicionado con K.

—

PO 6L SC A Fe R}

|
{
]
¢ Trats. 4 24,7248 6.B818 14,87 G.19 =
Eeror S 2,8458  B.409
fotal 9 26.36%

!
i
:
i
|
|

CV. .59«

Cuadro 9. pruena de Tukey

: .
CTRANINIO X !
% 2 58 E
i 3 245

1 18 3 |
P 18 1
! 5 108 8

Promedios con la misma ietra
son estadisticamente iguales



Cuadro 1B. ans1isis de varianza mara 1a
variahle longitud de hbrotes
empleanda el medio M.S§
adicionado con K.

F.U. G.L S.C c Fc Ft

Trats. 4 2.1897 B.5474 985.86 5.19 =
Error 5 0.8834 8.88%
Tota! 9 2.1931

CV., 229z

Cuadro 11- Prueba de Tukey

r
i OTRTAMIENTD X i
' 1 1% 8 |
i i
| 2 4 B!
| 5 I
g 4 1 8
i 3 8.3% K !
i 1
1 1

t

Promedios con la miswa letra
san astadisticamente iguales
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Cuadro 12. andiisis dae varianza para la
variable nimero de hrotes pro-—
ducidos eqpleando el mMmedio M.S
adicionada can ANA/ZBA.

FU. 6.l $.C cn 114 Ft

i
|
PoTrats. b 12137143 2229 181,14 3.87
| Error  7- 14.0008 2.88

Total 13 1227.7143

Cv, 1597«

Cuadro 13. Prueba de Tukey.

.
! I X }
T2 oam® s
P me 3
i 6 9 ¢ |
L5 8 0,
. 28 b
P 18 D
{ 1 1.8 D

Promedios con la miswa letra
son estadisticamente iguales



Cuadro 14.

Cuadro 15.

Andlisis de varianza para la
variable langitud de hrotes
empleando el Medio M.S adi —
cionado con ANA/BA.

FV. G.L s.C ] fe it

Trats, 6 34,8458  5.B876 264.67 3.07 =
Error 7 8.1526  8.8219
v Total 13 3499

Y. B.892x

Prueha de Tukey.

TRATWIENG ¥
1 550 A

7 288 B

2 162 B !

3 TR

3

1

?

\

i
i

188 DE
8.9
8.5 T,

Prowedios con ia miswa letra
son estadisticamente iguales
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